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La presente invention est relative a une proteine recombinante modi- 
fiee derivee de PBP2x de Streptococcus pneumoniae, denommee mini-PBP2x, ainsi 
qu'a ses applications pour la selection et Identification d'antibiotiques actifs sur les 
souches de & pneumoniae resistantes aux p-lactamines, 
5 La resistance aux antibiotiques represente un probleme majeur en 

therapie anti-infectieuse. Depuis plusieurs annees, on observe Papparition d'un nombre 
croissant de souches de bacteries tres resistantes aux composes de la famille des (3- 
lactamines (penicillines et cephalosporines..), qui representent les antibiotiques les 
plus utilises dans le monde entier depuis plus de 60 ans ; actuellement, 21 % des 
10 isolats cliniques Streptococcus pneumoniae, un des. pathogenes majeurs des voies 
respiratoires superieures sont tres resistants aux p-lactamines (Concentration minimale 
inhibitrice (CMI) > 2 |j,g/ml ; Doern et al., Antimicrob. Agents Chemother, 2001, 45, 
1721-1729). 

Les p-lactamines ont pour cible les PBPs {Penicillin Binding 
15 Proteins), des proteines membranaires qui catalysent des etapes essentielles de la 
synthese du peptidoglycane de la paroi bacterienne. Chaque espece de bacterie 
possede plusieurs PBPs, dont le poids moleculaire varie entre 30 kDa et 100 kDa. 

Les PBPs de haut poids moleculaire comprennent un domaine 
cytoplasmique court, un seul domaine transmembranaire et un grand domaine peri- 
20 plasmique et sont divisees en classe A (possedant a la fois Tactivite transpeptidase et 
glycosyltransferase (pontage) et en classe B (possedant un domaine N-terminal de 
fonction inconnue et un domaine oix se localise Tactivite transpeptidase), qui sont 
facilement identifiables gntce k des motifs d'acides amines conserves pour chaque 
classe de PBP. 

25 Les PBPs de faible poids moleculaire possedent essentiellement 

une activite carboxypeptidase. Des etudes biochimiques indiquent que seules les PBPs 
de haut poids moleculaire sont des enzymes multifonctionnelles essentielles a la 
survie des bacteries ; en revanche les PBPs de faible poids moleculaire ne sont pas 
essentielles et regulent uniquement le degrS de pontage de la paroi bacterienne. 

30 Le mode d'action des p-lactamines repose sur Tanalogie de struc- 

ture entre le cycle des p-lactamines et le D-alanyl-D-alanine de Textremite C- 
terminale des peptides du peptidoglycane ; les p-lactamines. sont des pseudo-substrats 
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de la transpeptidase capables d'acyler le residu serine du site actif de cette trans- 
peptidase, qui est ensuite deacyle ties lentement, perturbant ainsi la synthese du pepti- 
doglycane. 

Les mecanismes de resistance aux p-lactamines chez les bacteries a 
5 Gram 4 " comprennent essentiellement : la production de p-Iactamases qui hydrolysent 
le cycle des p-lactamines avant qu'elles n'atteignent leur cible (PBPs), Alteration de la 
permeabilite membranaire et la modification des PBPs. 

Streptococcus pneumoniae a developpe une resistance aux p- 
lactamines en modifiant ses PBPs ; la combinaison de mutations ponctuelles dans les 
10 genes PBP et d'evenements de recombinaison homologue de ces genes avec ceux des 
soucb.es de streptocoques apparentees (5. mitis, S. oralis) resulte dans la production de 
PBPs possedant une faible affinite pour les p-lactamines. 

Parmi les PBPs de S. pneumoniae, la proteine PBP2x qui est essen- 
tielle pour la survie de S. pneumoniae et constitue le premier facteur de resistance aux 
15 p-lactamines (Hakenbeck et al., J. Bacterid., 1998, 180, 1831-1840), represente la 
cible majeure pour Identification de nouveaux antibiotiques actifs sur les souches de 
5". pneumoniae, resistantes aux (3-lactamines. 

La PBP2x est une proteine de 750 acides amines comprenant une 
region cytoplasmique (positions 1 a 18), une region transmembranaire (positions 19 a 
20 48), un domaine ne liant pas les penicillines (non penicillin-binding domain ou n-PB, 
positions 49-265), un domaine de liaison aux penicillines/domaine transpeptidase 
(positions 266 a 615) et un domaine C-terminal (616-750). 

L'analyse structure-fonction de la PBP2x a permis de preciser les 
mecanismes moleculaires de la resistance de la PBP2x aux p-lactamines (Mouz et al., 
25 P.N.A.S., 1998, 95, 13403-13406 ; J. Biol. Chem., 1999, 274, 19175-19180). 

La structure tridimensionnelle de la PBP2x a ete determinee a partir 
d'une PBP2x comprenant une deletion des regions cytoplasmiques et transmembra- 
naires, denommee PBP2x* ; cette structure a ete determinee avec une resolution de 
respectivement 3,5, 2,4 et 3,2 A, pour une souche de S. pneumoniae sensible aux p- 
30 lactamines (Souche R6 : Pares et al., Nature Struct. Biol., 1996, 3, 284-289 ; Gordon 
et al, J. Mol. Biol., 2000, 299, 477-485) et pour un isolat clinique resistant (Dessen et 



al., J. Biol. Chem., 2001, 276, 45106-45112 ; numeros d'accession dans la base de 
donnees PROTEIN DATA BANK Qittp://www.rcsb.or g /Y respectivement 1PMD, 
lQMEet 1K25). 

La structure tridimensionnelle d*un complexe entre une PBP2x* d'une 
5 souche sensible (souche R6) et une p-lactamine (cefuroxime) a egalement ete deter- 
minee avec une resolution de 2,8 A (numero d'accession 1QMF dans la base de 
donnees PROTEIN DATA BANK et Gordon et al., J. Mol. Biol., 2000, 299, 477- 
485). 

Toutefois, les donnees actuelletnent disponibles n'ont pas permis 
10 d'identifier de nouvelles molecules antibiotiques actives sur les souches de S. 
pneumoniae resistantes aux p-lactamines, notamment en raison de la difficult6 d'obte-. 
nir des cristaux ayant un bon pouvoir diffractant (2,5 A) pour la PBP2x native (type 
sauvage, sensible aux p-lactamines), les complexes PBP2x-inhibiteurs et les variants 
de PBP2x resistants aux p-lactamines. 
15 En efifet, l'analyse des cristaux de PBP2x qui diffractent a 2,4 A 

(1QME, Gordon et al., J. Mol. Biol., 2000, 299, 477-485) a montre qu'ils contenaient 
une forme de PBP2x partiellement proteolysee au niveau de la liaison peptidique entre 
les residus en position 182 et 183, obtenue dans des conditions experimentales non- 
reproductibles, resultant de 1'exposition de la proteine PBP2x a 25°C pendant 
20 plusieurs mois, lors du processus de cristallisation. 

Les Inventeurs ont recherche, en choisissant comme modele la 
PBP2x d'une souche de S. pneumoniae, sensible a la penicilline (souche R6) dont la 
structure tridimensionnelle est connue, s'il etait possible d'obtenir des PBP2x plus 
cristallisables de fa9on reproductible, et douees d'un meilleur pouvoir de diffraction. 
25 Ds ont ainsi constate que des deletions supplementaires dans la 

region correspondant au domaine n-PB (positions 50 a 265 de PBP2x) qui ne 
modifient pas les proprietes enzymatiques de PBP2x (liaison aux P-lactamines et acti- 
vite transpeptidase), permettaient d'obtenir facilement des cristaux ayant une meilleure 
qualite de diffraction. 

50 L'approche envisagee est applicable a n'importe quelle PBP2x issue 

d'une souche de S. pneumoniae sensible ou resistante aux p-lactamines. 
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Cette mini-proteine represente un outil parfaitement adapte a la 
s&ection et a Identification de nouveaux antibiotiques, actifs sur les souches de S. 
pneumoniae resistantes aux (3-lactamines. 

En consequence, la presente invention a pour objet une proteine 
5 derivee d'une PBP2x de Streptococcus pneumoniae, caracterisee en ce qu'elle est 
constituee par une concatenation des fragments correspondant respectivement aux 
acides amines situ6s entre les positions 74 a 90, 186 a 199, 218 a 228 et 257-750, en 
reference a la sequence de la proteine PBP2x de la souche R6 (SWISSPROT P14677 
ou GENBANK 18266817), chacun desdits fragments etant preced6 d'un fragment 

10 peptidique de 1 a 7 acides amines. 

La proteine selon l'invention est denommee ci-apres mini-prot6ine 
PBP2x ou mini-PBP2x ; elle comprend done la d61etion des acides amines situes 
respectivement entre les positions 1 a 73, 91 a 185, 200 a 217 et 229 a 256, telles que 
definies ci-dessus et Insertion, en lieu et place desdites del6tions, d'un fragment 

15 peptidique de 1 a 7 acides amines. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteine mini- 
PBP2x, ledit fragment peptidique de 1 a 7 acides amines comprend des acides amines 
de la sequence de ladite proteine PBP2x de Streptococcus pneumoniae correspondant 
a ceux situes entre les positions -1 a -7, relativement aux residus en position 74, 186, 

20 218 et 257 et/ou entre les positions +1 a +7, relativement aux residus en position 90, 
199 et 228 tels que definis ci-dessus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite prot6ine 
mini-PBP2x, ledit fragment peptidique de 1 a 7 acides amines comprend des acides 
amines dont le volume de la chaine laterale est petit, comme l'alanine (A), la serine 

25 (S), la glycine (G) ou la threonine (T). 

Au sens de la presente invention, ladite proteine PBP2x de S. 

pneumoniae est definie par les caracteristiques suivantes : 

« elle est codee par le gene denommd pbpX correspondant a celui 
situe dans le genome de la souche R6 de S. pneumoniae, entre les positions 2263 et 
30 4515 du locus presentant le numero d'accession NCBI AE008411 ou GENBANK 
15457852. 



° elle comprend les motifs en acides amines suivants (code a une 
lettre), propres aux PBPs de classe B. : 

Ml: RGXhX(D/S)RSGXXXA 
M2: (R/K)XXPXG 
5 M3 : (G/Y)bEXXXDXXL 

M4: hXX(S/T)hDXXXQ 
M5: T(G/S)EhhXXXXSPXh(D/N) 
M6: hEP(A/G)SXXK 
M7: hXXSXNh 
10 M8: K(T/S)G, 

dans lesquels les acides amines en gras sont strictement conserves dans les sequences 
de PBPs de classe B ; / represente une alternative, par exemple D/S represente un 
acide aspartique ou une serine ; X represente n'importe quel acide amine ; h represente 
un acide amine hydrophobe et les autres lettres represented les acides amines le plus 
1 5 frequemment rencontres a cette position, et 

® sa sequence presente sur sa totality au moins 30% d'identite, de 
preference au moins 50 % d'identite ou au moins 85 % de similarite avec la sequence 
de la souche R6 (SWISSPROT P 14677). 

L'identite d'une sequence par rapport a une sequence de reference 
20 s'apprecie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui sont identiques, 
lorsque les deux sequences sont alignees, de maniere a obtenir le maximum de corres- 
pondance entre elles. 

Une proteine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 
X % d'identite avec une sdquence de reference est definie, dans la presente invention 

25 comme une proteine dont la sequence peut inclure jusqu'a 100-X alterations pour 100 
acides amines de la sequence de reference, tout en conservant les proprietes fonction- 
nelles de Iadite proteine de r6ference. Au sens de la presente invention, le terme alte- 
ration inclut les deletions, les substitutions ou les insertions consecutives ou dispersees 
d'acides amines dans la sequence de reference. 

30 La similarite d'une sequence par rapport a une sequence de reference 

s'apprecie en fonction du pourcentage de residus d'acides amines qui sont identiques. 
ou qui different par des substitutions conservatives, lorsque les deux sequences sont 



alignees de maniere a obtenir le maximum de correspondance entre elles. Au sens de 
la presente invention, on entend par substitution conservative, la substitution d'un 
acide amine par un autre qui presente des proprietes chimiques similaires (taille, 
charge ou polarite), qui generalement ne modifie pas les proprietes fonctionnelles de la 
5 proteine. 

Une proteine ayant une sequence en acides amines ayant au moins 
X % de similaritd avec une sequence de reference est defrnie, dans la presente inven- 
tion comme une proteine dont la sequence peut inclure jusqu'a 100-X alterations non- 
conservatives pour 100 acides amines de la sequence de reference. Au sens de la pre- 

10 sente invention, le terme alterations non-conservatives inclut les deletions, les substi- 
tutions non-conservatives ou les insertions consecutives ou dispersees d'acides amines 
dans la sdquence de reference. 

La presente invention engiobe les mini-PBP2x derivees d'une 
PBP2x de n'importe quelle souche de S. pneumoniae, sensible ou resistante aux p- 

15 lactamines, notamment d'isolats cliniques resistants aux p-lactamines. A titre 
d'exemple non-limitatif on peut citer la souche C 506 resistante aux p-lactamines qui 
est decrite dans l'article aux noms de Laible et al. (Mol. Microbiol., 1989, 3, 1337- 
1348). 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteine mini- 
20 PBP2x> elle est derivee d'une souche de Streptococcus pneumoniae resistante aux p- 
lactamines. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 
mini-PBP2x, elle est constitute par la concatenation des fragments, tels que definis ci- 
dessus, de la PBP2x de la souche R6 de Streptococcus pneumoniae sensible aux p- 
25 lactamines (SWISSPROT P 14677) et elle presente la sequence SEQ ED NO: 1 - 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 
mini-PBP2x, elle comprend une substitution d'au moins un residu methionine par un 
residu sel6nomethionine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite proteine 
30 mini-PBP2x, elle est associee a un ligand, notamment sous forme d'un complexe mini- 
PBP2x/ligand. 



# 

7 

Conformement a 1'invention ledit ligand est constitue par une 
molecule organique, notamment une proteine telle qu'un anticorps, ou une molecule 
inorganique ; ledit ligand est notamment un substrat tel qu'un pseudo-substrat, capable 
de se lier a ladite proteine mini-PBP2x par l'intermediaire de son site actif et d'inhiber 
5 l'activite de ladite mini-PBP2x. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
proteine mini-PBP2x, elle est sous la forme d*un cristal. 

Conformement a 1'invention, ledit cristal est constitue par une mini- 
PBP2x sous forme libre ou associee a un ligand tel que defini ci-dessus. 
10 Conformement a 1'invention, les conditions de cristallisation de la 

mini-PBP2x sont determinees par la technique de la goutte suspendue. Par exemple, 
des cristaux de mini-PBP2x sont obtenus dans les conditions suivantes : mini-PBP2x 
(12 mg/ml), Hepes sodique 100 mM, pH 7,5, 2 % V/V PEG 400, 2M sulfate d'ammo- 
nium, a la temperature de 8°C. 

15 Les mini-PBP2x constitutes de fragments de PBP2x de souches de 

5". pneumoniae resistantes aux p-Iactamines sont utiles pour le criblage et 1'identifica- 
tion de nouveaux antibiotiques ; les mini-PBP2x constitutes de fragments de PBP2x 
de souches de S. pneumoniae sensibles, notamment la mini-PBP2x de sequence SEQ 
ID NO: 1 sont utiles comme contr61e, dans le criblage et l'identification 
20 d'antibiotiques. 

La presente invention a egalement pour objet un peptide, caracterise 
en ce qu'il est constitue par un fragment d'au moins 7 acides amines de la proteine 
mini-PBP2x, telle que definie ci-dessus, lequel peptide inclut au moins un residu 
choisi parmi ceux situes aux positions 74, 90, 186, 199, 218, 228, et 257, tels que defi- 
25 nis ci-dessus ; un tel peptide est particulierement utile pour la production d'anticorps 
reconnaissant specifiquement la mini-PBP2x. 

La presente invention a egalement pour objet des anticorps, caracte- 
rises en ce qu'ils sont diriges contre un peptide tel que defini ci-dessus. 

Conformement a 1'invention, lesdits anticorps sont soit des anticorps 
30 monoclonaux, soit des anticorps polyclonaux. 

Ces anticorps peuvent etre obtenus par les methodes classiques, 
connues en elles-memes, comprenant notamment Timmunisation d'un animal avec 




une proline ou un peptide conforme a l'invention, afin de lui faire produire des anti- 
corps diriges contre ladite proteine ou ledit peptide. 

De tels anticorps sont utiles notatnment pour immobiliser la mini- 
PBP2x sur un support solide ou bien pour la co-cristalliser sous forme de complexes 

5 anticorps-mini-PBP2x. 

La presente invention a egalement pour objet une molecule d'acide 
nucleique isolee, caracterisee en ce qu'elle est selectionnee dans le groupe constitue 
par les sequences codant pour une mini-PBP2x telle que definie ci-dessus et les 
sequences complementaires des precedentes, sens ou anti-sens. 

10 L'invention a egalement pour objet des amorces destinees a amplifier 

specifiquement les sequences codant pour une PBP2x, caracterisees en ce qu'elles sont 
selectionnees dans le groupe constitue par la paire de sequence SEQ ID NO: 2-3. 

L'invention a egalement pour objet des sondes et des amorces, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent une sequence d'environ 10 a 30 nucleotides 

15 correspondent a celle situee a la jonction des fragments peptidiques de 1 a 7 acides 
amines et des fragments de la PBP2x ; ces sondes et ces amorces permettent de detec- 
ter/amplifier specifiquement lesdites molecules d'acide nucleique codant une mini- 
PBP2x. 

Selon un mode de realisation avantageux desdites sondes et desdites 
20 amorces, elles presentent une sequence selectionnee dans le groupe constitue par les 
sequences SEQ ID NO: 4 a 9. 

Les molecules d'acide nucleique selon l'invention sont obtenues par 
des methodes classiques, connues en elles-memes, en suivant les protocoles standards 
tels que ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. 
25 A USUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). 

Les sequences codant pour PBP2x peuvent etre obtenues par ampli- 
fication d'une sequence nucleique par PCR ou RT-PCR ou bien par criblage de 
banques d'ADN genomique par hybridation avec une sonde homologue. Par exemple, 
elles sont amplifies par PCR a l'aide d'une paire d'amorces appropriee comme la 
30 paire de sequences SEQ ID NO: 2-3. 

Les molecules d'acides nucleiques derivees, codant pour une mini- 
PBP2x, sont obtenues par les methodes classiques, permettant d'introduire des muta- 
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tions dans une sequence d'acide nucleique, connues en elles-memes, suivant les proto- 
cols standards precites. Par exemple, la sequence codant pour la mini-PBP2x peut- 
etre obtenue par mutagenese dirigee selon la methode de Kunkel et aL, (P.N.A.S., 
1985, 82, 488-492), en utilisant les amorces SEQ ID NO: 4 a 7, puis amplification 
5 PCR a l'aide des amorces SEQ ID NO: 8 et 9, telles que definies ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur recombi- 
nant, caracterise en ce qu'il comprend un insert selection^ dans le groupe constitue 
par les molecules decides nucleiques codant une mini-PBP2x et leurs fragments tels 
que definis ci-dessus. 

10 De preference, ledit vecteur recombinant est un vecteur d'expression 

dans lequel ladite molecule d'acide nucleique ou Tun de ses fragments sont places sous 
le controle d'elements regulateurs de la transcription et de la traduction appropries. En 
outre, ledit vecteur peut comprendre sequences (Etiquettes ou tag) fusionnees en phase 
avec l'extremite 5' et/ou 3 1 dudit insert, utiles pour Timmobilisation, et/ou la detection 

15 et/ou la purification de la prot&ne exprimee a partir dudit vecteur. f 

De maniere preferee, ledit vectem- d'expression est un vecteur proca- 

rypte. 

Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules hotes par 
les methodes classiques d'ADN recombinant et de genie gen6tique, qui sont connues 
20 en elles-memes. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules transfor- 
mees par un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, lesdites 
cellules sont des cellules procaryotes. 
25 Les vecteurs recombinants et les cellules transformees tels que defi- 

nis ci-dessus, sont utiles notamment pour la production de la mini-PBP2x et des 
peptides derives, tels que definis ci-dessus- 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d ! une mini- 
PBP2x telle que definie ci-dessus pour le criblage et l'identification d'antibiotiques. 
30 Selon un mode de realisation avantageux de Tinvention, ledit 

criblage est realise par un procede comprenant au moins les etapes suivantes : 
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a,) la mise en contact d'une raini-PBP2x telle que definie ci-dessus 

avec une substance a tester, 

b t ) la detection par tout moyen approprie de la liaison de ladite 
molecule a tester avec la mini-PBP2x et/ou de l'inhibition de l'activite de ladite mini- 
5 PBP2x resultant de cette liaison, et 

ci) la selection des substances actives capables de se lier a la mini- 
PBP2x et/ou d'inhiber l'activite de ladite mini-PBP2x, utilisables comme antibiotiques. 

La liaison de ladite molecule a tester avec la mini-PBP2x peut etre 
mesuree par des tests de liaison classiques permettant de detecter les molecules 
10 capables de se lier de facon covalente au niveau de la serine active (S337, en reference a 
la sequence de PBP2x de la souche R6), notamment a l'aide d'un ligand prealablement 
marque avec un chromopbore ou avec un fluorophore comme une cephalosporin 
couplee a un chrompophore (nitrocefin) ou bien par mesure de la decroissance de la 
fluorescence intrinseque de ladite mini-PBP2x, comme d6crit dans l'article aux noms 
1 5 de Jamin et aL, Biochem. J., 1993, 292, 735-741. 

L'inhibition de l'activite enzymatique de la mini-PBP2x peut-etre 
determinee, soit par mesure de rinhibition de ttiydrolyse des substrats thiolesters, soit 
par mesure de l'efficacite d'acylation de la serine active, par les techniques classiques 
comme decrit dans l'article aux noms de Zhao et al., J. Bacterid., 1997, 179, 4901- 
20 4908. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, ladite 
identification est realisee par un precede comprenant au moins les Stapes suivantes : 

a 2 ) la preparation de cristaux a partir d'une mini-PBP2x telle que 

definie ci-dessus, 

25 b2> la determination de la structure tridimensionnelle de ladite mini- 

PBP2x a partir du cristal obtenu en a 2 ), et 

c 2 ) l'identification de substances actives capabies de se lier a la mini- 
PBP2x et/ou d'inhiber l'activite de ladite mini-PBP2x, utilisables comme antibiotiques. 
Conformement a l'invention : 
30 . le cristal est prepare a partir d'une mini-PBP2x libre derivee d'une 

PBP2x d'une souche de 5". pneumoniae, sensible ou resistante aux p-lactamines, ou 
bien de complexes mini-PBP2x/ligand, par la technique de la goutte suspendue. 
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- ia structure tridimensionnelle de la mini-PBP2x est determinee par 
les techniques classiques connues en elles memes corame la resonance magnetique 
nucleaire et la diffraction aux rayons X. 

- les inhibiteurs de PBP2x sont identifies par modelisation de Ia 
5 structure de la mini-PBP2x libre ou des complexes mini-PBP2x-ligand. 

Avantageusement : 

- la mini-PBP2x selon Tetape a 2 ) est soumise a un traitement 
prealable comprenant une etape de denaturation par la temperature ou par un agent 
chimique, en presence ou en Pabsence de ligands, suivie d'une etape de renaturation 

10 dans des conditions appropriees, 

- la mini-PBP2x selon P etape ai) ou a2) est constituee par la conca- 
tenation des fragments, tels que definis ci-dessus, d'une PBP2x d'une souche de S. 
pneumoniae resistante aux |3-Iactamines, et 

- la detection effectuee a Tetape b{) ou la determination et Tidentifi- 
15 cation effectuees respectivement aux etapes b2) et ci) sont realisees par comparaison 

avec une mini-PBP2x constituee par la concatenation des fragments, tels que definis 

ci-dessus, d'une PBP2x dHine souche de S. pneumoniae sensible aux (3-lactamines. 

L'invention a egalement pour objet une trousse pour la mise en 

ceuvre des precedes tels que definis ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle inclut au 
20 moins une proteine, un peptide, un anticoips, un vecteur, une cellule, une sonde ou line 

amorce, tels que definis ci-dessus. 

La mini-PBP2x selon l'invention qui peut-etre produite en grande 

quantite sous une forme fonctionnelle soluble, et facilement cristallisable, et ce pour 

Tensemble des PBP2x, presente les avantages suivants : 
25 - elle est adaptee au criblage systematique de nouvelles molecules 

antibiotiques par des tests fonctionnels (criblage a haut debit), 

- elle est adaptee a Tetude structure-fonction des variants de PBP2x 
resistants aux p-lactamines et a la conception rationnelle de nouvelles molecules anti- 
biotiques (modelisation moleculaire ou drug design). 

30 Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en ceuvre de la mini-PBP2x objet de la presente invention ainsi 
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qu'au Tableau I resumant les sequences de la Demande et au dessin annexe, dans 
Iequel: 

- la figure 1 illustre la sequence en acides amines d'une mini-PBP2x 
(SEQ ID NO: 1), issue de la PBP2x de la souche R6 de S. pneumoniae sensible aux p- 
5 lactamines (SWISSPROT P 14677) ; les acides amines de PBP2x qui ont ete deletes 
dans la mini-PBP-2x sont remplaces par un trait d'union et ceux des fragments pepti- 
diques qui ont ete inseres sont representes en italique ; les motifs propres aux PBPs de 
classe B sont soulignes. 

Tableau I : Liste des sequences 



Numero d'identification Sequence 



SEQ ID NO: 1 


Mini-PBP2x derivee de PBP2x de la souche R6 




(SWISSPROT P14677) 


SEQ ID NO: 2 


amorce 5'ICNter 


SEQ ID NO: 3 


amorce 3'ICCter 


SEQ ED NO: 4 


oligonucleotide mini 1 


SEQ ED NO: 5 


oligonucleotide mini 2 


SEQ ED NO: 6 


oligonucleotide mini 3 


SEQ ID NO: 7 


oligonucleotide mini 4 


SEQ ID NO: 8 


oligonucleotide mini2x Ndel 


SEQ ED NO: 9 


oligonucleotide mini2x Xhol 
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D doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de Tobjet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : PRODUCTION DTJNE MINI-PBP2x RECOMBINANTE 
15 1) Construction d'un vecteur d'expression d f une mini-PBP2x 

a) Materiels et methodes 

Un vecteur d'expression d'une mini-PBP2x a ete construit a partir 
du plasmide pGEX-S-PBP2x*-fl (Mouz et al., J. Biol. Chem., 1999, 274, 19175- 
19180) contenant la sequence codant pour la PBP2x* de la souche R6 de S. 
20 pneumoniae sensible aux P-lactamines (fragment 49-750 de la PBP2x de la sequence 



# 




13 



en acides amines GENBANK PI 4677, correspondant a la sequence nucleotidique 
GENBANK XI 6367). 



94 a 183, 200 a 217 et 230 a 256 et Hnsertion en lieu et place desdites deletions, 
5 respectivement des fragments de liaison Gly-Ser-Gly, Gly-Gly, Gly et Gly-Gly-Gly a 
ete realisee par mutagenese dirigee, selon la methode de Kunkel et al. (P.N.A.S., 
1985, 82, 488-492), en utilisant les protocoles tels que decrits dans Mouz et al, J. 
Biol. Chem., 1999, 274, 19175-19180). 

De maniere plus precise, le phagemide denomme pGEX-S-PBP2x*-fl est transforme 
10 en simple brin puis utilise comme matrice pour les etapes de mutagenese (deletions et 
insertions). Les etapes de mutagenese ont ete realisees en deux etapes, la premiere 
avec les oligonucleotides Mini 1 (SEQ ID NO: 4) et Mini 3 (SEQ ID NO: 6) et la 
deuxteme avec les oligonucleotides Mini 2 (SEQ ID NO: 5) et Mini 4 (SEQ ID NO: 



15 - Mini 1 : 5 , -CATAAATAGTCCCACGTTTGGCCCCGGATCCACGCGGAACCAG-3', cet oligo- 
nucleotide permet la deletion de la sequence nucleotidique correspondant aux acides 
amines situes entre les positions .49 et 73 de PBP2x et l'insertion en lieu et place de 
ladite deletion d'un fragment de liaison correspondant a un peptide Gly-Ser-Gly. 

- Mini 2 : S-GTTTGGGTAACTACGATTGGGACCTCCAGAGGTTGCATCCTCAGCAATCGG-S', 
20 cet oligonucleotide permet la deletion de la sequence nucleotidique correspondant aux 

acides amines situes entre les positions .94 et 183 de PBP2x et l'insertion en lieu et 
place de ladite deletion d'un fragment de liaison correspondant a un peptide Gly-Gly. 

- Mini 3 : 5-GTTCAAGGAACTCTCCATTCCACCGCCGATAAAACTAGAA.GCAAATTG-3', cet 
oligonucleotide permet la deletion de la sequence nucleotidique correspondant aux 

25 acides amines situes entre les positions 200 et 217 de PBP2x et l'insertion en lieu et 
place de ladite deletion d r un fragment de liaison correspondant a un peptide Gly. 

- Mini 4 : 5^TGTATAAACATCCTTACCGTCCCCACCTCCCCCTGCAAGAATACTGTTC-3 , J cet 
oligonucleotide permet la deletion de la sequence nucleotidique correspondant aux 
acides amines situes entre les positions 230 et 256 de PBP2x et l'insertion en lieu et 

30 place de ladite deletion d'un fragment de liaison correspondant a un peptide Gly-Gly- 



Les deletions des acides amines situees entre les positions 49 a 73, 



7): 



Gly. 
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Le plasmide ainsi obtenu, denomme pGEX-S-mini-PBP2x-fl, a ete 
utilise comme matrice pour amplifier par PCR le fragment d'ADN correspondant a la 
mini-PBP2x et introduire a ses extremites les sites de restriction NdelctXIio I y pour le 
clonage dans le vecteur commercial pET30b (NOVAGEN). Les oligonucleotides utili- 
5 ses pour l'amplification PCR sont les suivants : 

- oligo MmlxNdel (SEQ ID NO: 8) : 
5 , -CCGCATATGGCCAAACGTGGGACTATTTAT-3 , 

- oligo Mim2x Xltol (SEQ ID NO: 9) : 
5 ^ -GGCTCGAGTTAGTCTCCTAAAGTTAATGTAAT-3 , 

10 La sequence nucleotidique de la mini-PBP2x, dans le vecteur 

^expression ainsi obtenu, denomme pET30b-mini-PBP2x, a ete confirmee par 
sequenfage automatique. 
b) Resultats 

La sequence peptidique deduite de la sequence nucleotique obtenue 
15 par s6quen?age automatique presente la sequence SEQ ID NO: 1 (figure 1), corres- 
pondant k celle attendue pour une mini-PBP2x. 

La mini~PBP2x est constitute par la succession des fragments 
correspondant respectivement aux acides amines situes entre les positions 74 a 93, 184 
a 199, 218 k 229 et 257-750 de la PBP2x (numero ^accession SWISSPROT PI 4677), 
20 chaque fragment etant precede respectivement du fragment de liaison GSG, GG, G et 
GGG. 

2) Production et purification de mini-PBP2x 

a) Materiels et methodes 

La mini-PBP2x est produite dans E. coli 7 a partir du vecteur d'expres- 

25 sion tel que decrit a Texemple 1.1, puis elie est purifiee par chromatographic, succes- 
sivement sur colonne de Q-Sepharose, Resource Q et Superdex 200. Le produit obtenu 
est analyse par electrophorese en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) et par spectro- 
metrie de masse (Electrospray ionization-mass spectrometry, ESI-MS), 

De maniere plus precise, 2 litres de culture de la souche d'E.coli 

30 BL21 (DE 3) transformee par le plasmide pET30b-mini-PBP2x sont induits a une 
densite optique de 1 (600 nm), pendant 15 h a 16°C. Apres centrifugation, le culot de 
bacteries est lave par 500 ml de tampon A (Tris HC1, 20 mM, pH 8,0, 20 mM Na'Ci; 
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1 mM EDTA) contenant des inhibiteurs de proteases, puis il est resuspendu dans 50 
ml du meme tampon. 

Apres sonication (6 min sur un lit de glace/ethanol), les 50 ml de 
lysat bacterien sont centrifuges a 40000 g, a + 4°C, pendant 20 min, et le surnageant 
5 obtenu est depose sur une colonne echangeuse d'ions de 20 ml (Q-Sepharose, 
AMERSHAM-PHARMACIA), prealablement equilibree avec le tampon A. Un 
gradient lineaire de sodium est realise avec le tampon B (Tris HC1, 20 mM, pH 8,0, 
300 mM NaCl, 1 mM EDTA). La proteine mini-PBP2x est eluee a partir de 38 % de 
Tampon B. Les fractions eluees sont analysees en Western blot, a Taide d'anticorps 

10 polyclonaux de lapin diriges contre la PBP2x*, puis elles sont regroupees. Le pool de 
fractions contenant la mini-PBP2x est dilue 10 fois dans du Tampon A sans NaCl puis 
depose sur une colonne Resource Q de 6 ml (AMERSHAM-PHARMACIA) preala- 
blement equilibree avec le tampon A. Un gradient lineaire de sodium est realise avec 
le tampon. La proteine mini-PBP2x est eluee a partir de 55 % de tampon B. Les 

15 fractions correspondant au pic dilution sont analysees en SDS-PAGE 15 %. Les 
fractions les plus pures sont regroupees et le pool obtenu est concentre jusqu'a un 
volume de 2 a 4 ml, puis depose sur une colonne de chromatatographie sur gel 
(Superdex 200, 16/60, AMERSHAM-PHARMACIA), prealablement equilibree dans 
un tampon 10 mM Hepes, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA. La mini-PBP2x est 

20 eluee en un pic symetrique a un volume dilution correspondant a une masse appa- 
rente de 60 kDa. 
b) Resultats 

La preparation de proteine mini-PBP2x ainsi obtenue presente un 
degre de purete superieur a 95 %. Le rendement final en proteine tnini-PBP2x purifiee 
25 est de 10 a 15 mg/litre de culture, en fonction des preparations. 

La purification par chromatographic sur gel montre la presence d'un 
pic dilution symetrique qui atteste de Thomogeneite de la proteine en terme d'oligo- 
merisation. Le volume dilution correspond a une proteine monomerique. 

La proteine mini-PBP2x presente une excellente solubilite car elle 
. 30 peut-etre concentree jusqu*a 15 mg/ml sans quelle ne precipite. 

L'analyse en spectrometrie de masse montre la presence d ! une 
proteine homogene, qui presente une masse moleculaire de 59465 Da correspondant a . 
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celle calcul£e a partir de la sequence en acides amines. 

EXEMPLE 2 : ANALYSE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET 
ENZYMATIQUES DE LA MINI-PBP2x 
1) Materiels et methodes 
5 Les proprietes physico-chimiques et enzymatiques de la mini-PBP- 

2x purifiee obtenue a l'exemple 1, ont ete mesurees de maniere analogue a celles des 
variants de PBP2x, comme decrit dans Mouz et al. ( P.N.A.S, 1998, 95, 13403- 
13406). 

De maniere plus precise : 
10 a^ Poids moleculaire 

Le poids moleculaire a ete determine par ESI-MS (Electrospray ioni- 
zation-mass spectrometry). 

b) Point isolelectrique 

Le point isolelectrique theorique a ete determine a partir de la 
15 composition en acides amines de la mini-PBP2x> 

c) Coefficient d'extinction 

Le coefficient d'extinction molaire a ete determine, experimentale- 
ment par mesure de inhibition de la mini-PBP2x par la cefotaxime ou de fa?on 
theorique a partir de la sequence en acides amines. 

20 d) Cinetique d f acvlation 

L'efficacite d f acylation de la mini-PBP2x par les p-lactamines, qui est 
definie par la valeur k 2 /K ouK= k.i/k selon l'equation 1 (Eql), a ete determinee, en 
presence de cefotaxime (antibiotique de 3* me generation) ; interaction des PBP 
(Enzyme E) avec les p-lactamines (I) est representee par l'equation Eql, dans laquelle 

25 EI, EI* et P represented respectivement, le complexe de Michaelis-Menten, le 

complexe covalent acyl-enzyme et le produit (p-lactamine degradee): 

kj k 2 k 3 
E + 1 <— > EI -> EI*^ E + P (Eql). 

30 e) Cinetique d'hvdrolyse 

L'activite transpeptidase (activite dliydrolyse) de la mini-PBP2x, 
definie par la valeur kcat/Km, a ete determinee en presence de deux analogues de 
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substrats de PBP2x [N-benzoyl-D-alanylmercaptoacetic thiolester (S2d) et carboxy- 
methyl-benzoylaminothioacetate thiolester (S2a)], synthetises selon le protocole decrit 
dans Adam et al. (Biochem. J., 1990, 270, 525-529). 
2) R&mltats 

Les caracteristiques physico-chimiques de la mini-PBP2x sont 
presentees dans le Tableau II ci-dessous. 

Tableau II : Parametres physico-chimiques de la mini-PBP2x 



Parametre 


Mini-PBP2x 


Poids moteculaire (daltons) 


59465 ± 5 


Point isoelectrique theorique 


4,5 


Coefficient d'extinction a 280 nM 
(mole-'cm-'L" 0 


52830 ± 50 



Les parametres cinetiques de la mini-PBP2x sont presentes dans le 
Tableau IH ci-dessous, par comparaison avec ceux de la PBP2x* (Jamin et aL, 
BiochemJ., 1993, 292, 735-741; Mouz et al, P.N.A.S., 1998, 95, 13403-13406). 
Tableau HI : Parametres cinetiques compares de mini-PBP2x et de PBP2x* 



Parametres 1 


Mini-PBP2x 


PBP2x* 2 


PBP2x* J 


k 2 /K 
(cefotaxime) 


146100 ± 9000 


162000 ± 400 


209000 ± 1800 


kcat/Km (S2a) 


76±3 


610 + 150 


139 ±8 


kcat/Km (S2d) 


2890 ±400 


5000 ± 1400 


2500 ±200 



1998, 95; 13403-13406 

L'analyse des parametres cinetiques des variants de PBP2x montre 
que, par comparaison a la PBP2x* qui est deletee uniquement des domaines cyto- 
plasmiques et transmembranaires de PBP2x (residus 1 a 48), la mini-PBP2x qui 
presente des deletions supplementaires dans le domaine n-PB (non penicillin -binding 
domain), possede des proprietes enzymatiques (liaison aux P-lactamines et activite 
transpeptidase) equivalentes a celles de la PBP2x*. 
EXEMPLE 3 : CRISTALLISATION D'UNE MINI-PBP-2x 
1) Materiels et methodes 

La mini-PBP2x est purifiee comme decrit a l'exemple 1 . Les condi- 
tions de cristallisation de la mini-PBP-2x, obtenues par la methode de la goutte 
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suspendue sont les suivantes : mini-PBP2x (12 mg/ml), Hepes sodique 100 raM, pH 
7,5, 2 % V/V PEG 400, 2M sulfate d'ammonium, a la temperature de 8°C. 
2) Resultats 

Les cristaux apparaissent apres quelques semaines ; ils presenters 
5 une forme de bi-pyramide hexagonale avec un longueur de l'ordre de 1 50 urn. 

EXEMPLE 4 : ANALYSE DES PROPRIETES DE DIFFRACTION D'UNE 
MINI-PBP2x 

1) Materiels et m&hodes 

Les donnees de diffraction ont ete enregistr6es a 1'ESRF (European 
10 Synchrotron Radiation Facility, Grenoble , France). De maniere plus precise, les 
cristaux ont ete plonges dans le tampon de cristallisation tel que decrit a I'exemple 3, 
additionne d'ethylene-glycol (10 % V/V) avant d'Stre refroidis rapidement dans l'azote 
liquide. Les donnees de diffraction ont ete enregistrees sur la ligne de lumiere ID14- 
EH2 et traitees a l'aide des programmes MOSFLM et SCALA, de la suite CCP4 (Acta 
15 Crystallograph. Sect D, 1994, 54, 905-921). 

2) Resultats 

Les cristaux qui diffractent jusqu'a 2,5 A, presentent une maille 
61ementaire hexagonale (a=b=136,4 A, c= 142,8 A) et appartiennent au groupe d'espace 
P61/P65, avec deux molecules dans l'unite asymetrique. Les resultats d'un jeu complet 
20 de diffraction collecte a 1'ESRF sont presentes dans le Tableau IV ci-dessous, par 
comparaison avec les donnees precedemment obtenues avec la PBP2x* soluble 
(Dessen et aL, J. Biol. Chem., 2001, 48, 45106-45112; Gordon et aL, J. Mol. Biol., 
2000,299,477-485). 
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Tableau IV : Donnees cristallographiques compares de 



Mini-PBP2x et de PBP2x* 



Donnees 


Mini-PBP2x 


PBP2x* 


PBP2x* 


cristallographiques 




(Dessen et al.) 


(Gordon et al.) 


Dimensions (A ) 


a = b =136,4. 


a= b= 146.56, 


a = b = 129,9 




c= 142.8 


c= 132,61 


c = 139,86 


Groupe d'espace 


P61/P65 


P3 2 


P4i2i2 


Resolution minimale (A ) 


2,5 


3.2 


2,4 


nbre de reflexions uniques 


51815 


52413 


42234 


Rsym (%) 


10 (29.6)* 


11.1 (36,7)* 


6,3 (36,8)* 


l/ol 


2,3 


10,2(3,1)* 




Redondance 


4,0 


3,2 


7 


Completion (%) 


99,9 


96,1 (97,8) * 


99,7 (93.5) * 



* valeur correspondante dans la derniere couche de diffraction. 



Le Tableau IV montre que les donnees de diffraction de mini- 
PBP2x se reduisent a 51815 reflexions uniques avec un Rsym de 10 % (30 % dans la 
derniere couche de diffraction : 2,64 a 2,5 A), avec un degre de completion de 99,9 %. 

Une analyse plus fine des donnees obtenues avec la mini-PBP2x, 
en fonction de la resolution, est presentee dans le tableau V ci-dessous ; les donnees 
les plus significatives sont indiquees en gras. 
Tableau V : Analyse statistique des donnees de diffraction de la mini-PBP2x en 



fonction de la resolution 



Dmin 1 


Rfac2 


RfulP 


Rcum 4 


Av-I 5 


a 5 


l/a 


Nmea 7 


Nref 8 


7.91 


0,069 


0,070 


0,069 


39616 


5195,0 


7.6 


4938 


1556 


5,59 


0,085 


0,080 


0,077 


18912 


2986,4 


6,3 


10812 


3027 


4,56 


0,092 


0,075 


0,085 


26060 


4275,6 


6.1 


14633 


3889 


3,95 


0,087 


0,056 


0,086 


26842 


4120,7 


6.5 


18118 


4617 


3,54 


0,084 


0,063 


0,085 


16584 


2210,7 


7.5 


20977 


5210 


3.23 


0,094 


0,067 


0,086 


9999 


1434,4 


7.0 


23488 


5776 


2,99 


0,125 


0,105 


0,089 


5454 


996,0 


5.5 


25470 


6242 


! 2.80 


0,165 


0,136 


0,092 


3227 


771,4 


4.2 


27395 


6710 


2,64 


0,223 


0,179 


0,096 


2006 


648,9 


3.1 


29137 


7145 


2,5 


0,296 


0,220 


0,100 


1378 


594,1 


2.3 


30891 


7580 



1 : resolution minimale (A), 2 : facteur de confiance dans la tranche, 3 : facteur de 
confiance pour les reflexions completes sur un film , 4 : facteur de confiance cumule, 
5 : moyenne des intensites <I>, 6 : ecart type des intensites, 7 : nombre de reflexions 
mesurees, 8 : nombre de reflexions uniques dans la tranche de resolution. 
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Les donnees presentees dans les Tableaux IV et V ci-dessus montrent 
que la mini-PBP2x perraet d'obtenir des cristaux ayant un bon pouvoir diffractant (2,5 
A). 

EXEMPLE 5 : CRIBLAGE DE MOLECULES ANTIBIOTIQUES A L'ATOE 
5 D'UNE MINI-PBP2X 

Le criblage d'inhibiteurs d'une mini-PBP2x, utilisables comme 
antibiotiques, est realisee par des tests de liaison ou par des tests d'inhibition de Tacti- 
vite enzymatique (activite d'hydrolyse) de la mini-PBP2x, en presence de la molecule 
a tester. 

10 1) Test de liaison a la mini-PBP2x 

D a ete montre que la fluorescence intrinseque de la PBP2x decroit 
lors de la liaison, au niveau du site actif, d'inhibiteurs tels que les P-lactamines (Jamin 
et aL, Biochem. J. 292, 735-741). En consequence, des inhibiteurs de la mini-PBP2x 
utilisables comme antibiotiques, sont cribles de maniere analogue. 

15 De maniere plus precise, la mini~PBP2x, preparee comme decrit a 

Texemple 1, est repartie dans les puits d'luie plaque (2 a 500 \x\ de mini-PBP2x dans 
du tampon 10 mM phosphate, pH 7), puis les molecules a tester sont ajoutees et les 
plaques sont incubees a une temperature comprise entre 5°C et 40°C, pendant une 
duree comprise entre 30 s et 1 h. La variation de fluorescence de la mini-PBP2x, en 

20 presence ou en Tabsence de molecule a tester, est mesuree dans une fenetre de 
longueur d'onde comprise entre 305 et 360 nm, apres excitation a une longueur 
d'onde de 280 nm ; ladite mesure est effectuee soit en continu, soit apres differents 
temps <T incubation compris entre 30 s et lh. Les molecules capables de se lier au 
niveau du site actif de la mini-PBP2x, correspondant a celles pour lesquelles on 

25 observe une diminution de la fluorescence intrinseque de la mini-PBP2x, sont selec- 
tionnees. 

2) Test d'mhibition de Pactivite enzymatique de la mini-PBP2x 

Uhydrolyse de pseudo-substrats de type thioester [N-benzoyl-D- 
alanylmercaptoacetic thiolester (S2d) et carboxymethyl-benzoylaminothioacetate 
30 thiolester (S2a)] est mesuree avec la mini-PBP2x, seule ou en presence de molecule a 
tester, en suivant les protocoles tels que decrits dans Zhao et aL 9 precite. Les 
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molecules capables d'inhiber l'activite d'hydrolyse de la raini-PBP2x sont selection- 
nees. 
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REVENDICATIONS 



1°) Proteine derivee d'une PBP2x de Streptococcus pneumoniae , 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par une concatenation des fragments 
correspondant respectivement aux acides amines situes entre les positions 74 a 90, 186 
5 a 199, 218 a 228 et 257-750, en reference a ia sequence de la proteine PBP2x de la 
souche R6 (SWISSPROT PI 4677 ou GENBANK 18266817), chacun desdits frag- 
ments etant precede d'un fragment peptidique de 1 a 7 acides amines. 

2°) Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
fragment peptidique comprend des acides amines de ladite proteine PBP2x de 
10 Streptococcus pneumoniae situes entre les positions -1 a -7, relativement aux residus 
en position 74, 186, 218 et 257 et/ou entre les positions +1 a +7, relativement aux 
residus en position 90, 199 et 228, tels que definis a Ia revendication L 

3°) Proteine selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracteri- 
see en ce que ledit fragment peptidique comprend des acides amines choisis parmi 
1 5 Talanine (A), la serine (S), la glycine (G) et la threonine (T). 

4°) Proteine selon l*une quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 
risee en ce qu'elle est derivee d'une souche de S. pneumoniae resistante aux p- 
lactamines. 

5°) Proteine selon l*une quelconque des revendications 1 a 3, carac- 
20 terisee en ce qu'elle presente la sequence SEQ ID NO: L 

6°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, carac- 
terisee en ce qu'elle comprend une substitution d'au moins un residu methionine par un 
residu selenomethionine. 

7°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, carac- 
25 terisee en ce qu'elle est associee a un ligand. 

8°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, carac- 
terisee en ce qu'elle est sous la forme d'un cristal 

9°) Peptide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment d f au 
moins 7 acides amines de la proteine mini-PBP2x, selon Tune quelconque des reven- 
30 dications 1 a 6, lequel peptide inclut au moins un residu choisi parmi ceux situes aux 
positions 74, 90, 186, 199, 218, 228, et 257 tels que definis a Ia revendication 1. 
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REVENDICATIONS 

1°) Prot6ine derivee d'une PBP2x de Streptococcus pneumoniae, 
caracterisde en ce qu'elle est constitute par une concatenation des fragments 
correspondant respectivement aux acides amines situes entre les positions 74 h 90, 186 
5 a 199, 218 a 228 et 257-750, en reference a la sequence de la proteine PBP2x de la 
souche R6 (SWISSPROT P14677 ou GENBANK 18266817), chacun desdits frag- 
ments etant precede d'un fragment peptidique de 1 a 7 acides amines. 

2°) Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce que Iedit 
fragment peptidique comprend des acides amines de ladite proteine PBP2x de 
10 Streptococcus pneumoniae situes entre les positions -1 a -7, relativement aux residus 
en position 74, 186, 218 et 257 et/ou entre les positions +1 a +7, relativement aux 
residus en position 90, 199 et 228, tels que definis a la revendication 1. 

3°) Proteine selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracteri-. 
see en ce que ledit fragment peptidique comprend des acides amines choisis parmi, 
1 5 Talanine (A), la serine (S), la glycine (G) et la threonine (T). 

4°) Proteine selon 1'une quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 
risee en ce qu'elle est deriv6e d f une souche de S. pneumoniae resistahte aux P- 
lactamines. 

5°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, carac- 
20 terisee en ce qu'elle presente la sequence SEQ ID NO: 1 . 

6°) Proteine selon 1'une quelconque des revendications 1 a 5, carac- 
terisee en ce qu'elle comprend une substitution d'au moins un residu methionine par un 
residu selenomethionine. 

7°) Proteine selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, carac- 
25 t6risee en ce qu f elle est associee a un ligand. 

8°) Proteine selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, carac- 
terisee en ce qu'elle est sous la forme d'un cristal. 

9°) Peptide, caracterise en ce qu f il est constitue par un fragment d'au 
moins 7 acides amines de la proteine mini-PBP2x, selon 1'une quelconque des reven- 
30 dications 1 a 6, lequel peptide inclut au moins un residu choisi parmi ceux situ6s aux 
positions 74, 90, 186, 199, 218, 228, et 257 tels que definis a la revendication 1 . 
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10°) Anticorps, caracterises en ce qu'ils sont diriges contre un 
peptide selon la revendication 8. 

11°) Molecule decide nucleique isolee, caracterisee en ce qu'elle est 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences codant pour une mini-PBP2x 
5 selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 et les sequences complementaires des 
precedentes, sens ou anti-sens. 

12°) Paire d'amorces, caracterisee en ce quelle presente la sequence 

SEQ ID NO: 2-3. 

13°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
10 une sequence d r environ 10 a 30 nucleotides correspondant a celle situee a la jonction 
des fragments peptidiques del a7 acides amines et des fragments de la PBP2x tels 
que definis a la revendication 1 . 

14°) Amorces selon la revendication 13, caracterisees en ce qu'elles 
pr6sentent une sequence selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ 
15 ID NO: 4 a 9. 

15°) Vecteur recombinant, caracterise en ce qu'il comprend un insert 
selectionne dans le groupe constitue par les molecules d'acides nucleiques codant une 
mini-PBP2x selon la revendication 12. 

16°) Vecteur ^expression selon la revendication 15, caracterise en ce 
20 qu'il est constitue par un vecteur procaryote. 

17°) Cellules transform^es par un vecteur recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 15 ou 16. 

18°) Cellules selon la revendication 17, caracterisees en ce qu'il 
s'agit de cellules procaryotes. 

25 19°) Utilisation d'une mini-PBP2x selon 1'une quelconque des 

revendications I a 8 pour le criblage d'antibiotiques. 

20°) Procede de criblage d'antibiotiques, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 

aj) la mise en contact d'une mini-PBP2x selon Tune quelconque des 
30 revendications 1 a 7 avec une substance a tester, 
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10°) Anticorps, caracterises en ce qu f ils sont diriges contre un 
peptide selon la revendication 9. 

1 1 °) Molecule d'acide nucleique isolee, caracteris6e en ce qu'elle est 
selectionnee dans le groupe constitue par les sequences codant pour une mini-PBP2x 
5 selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 et les sequences complementaires des 
precedentes, sens ou anti-sens. 

12°) Paire d'amorces, caracterisee en ce qu'elle presente la sequence 

SEQ ID NO: 2-3. 

13°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
10 une sequence d f environ 10 & 30 nucleotides correspondant a celle situSe a la jonction 
des fragments peptidiques de 1 a 7 acides amines et des fragments de la PBP2x tels 
que d6finis a la revendication 1. 

14°) Amorces selon la revendication 13, caracterisees en ce qu'elles 
presentent une sequence selectionnee dans le groupe constitue par les sequences SEQ 
15 ID NO: 4 a 9. 

15°) Vecteur recombinant, caracterise en ce qu f il comprend un insert 
selectionne dans le groupe constitue par les molecules d'acides nucleiques codant une 
mini-PBP2x selon la revendication 11. 

16°) Vecteur ^expression selon la revendication 15, caracterise en ce 1 
20 qu*il est constitue par un vecteur procaryote. 

17°) Cellules transformees par un vecteur recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 15 ou 16. 

18°) Cellules selon la revendication 17, caracterisees en ce qu'il 
s'agit de cellules procaryotes. 
25 19°) Utilisation d f une mini-PBP2x selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 8 pour le criblage d ! antibiotiques. 

20°) Precede de criblage d'antibiotiques, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 

ai) la mise en contact d\ine mini-PBP2x selon Tune quelconque des 
30 revendications 1 a 7 avec une substance a tester, 
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bj) la detection par tout moyen approprie de la liaison de ladite 
molecule a tester avec la mini-PBP2x et/ou de l'inhibition de l'activite de ladite mini- 
PBP2x resultant de cette liaison, et 

ci) la selection et Identification des substances actives capables de 
5 se lier a la mini-PBP2x et/ou d'inhiber l'activite de ladite mini-PBP2x, utilisables 
comme antibiotiques. 

21°) Procede ^identification d'antibiotiques, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 

a 2 ) la preparation de cristaux k partir d'une mini-PBP2x selon Tune 
10 quelconque des revendications 1 a 7, 

b2) la determination de la structure tridimensionnelle de ladite mini- 
PBP2x a partir du cristal obtenu en a 2 ), et 

c 2 ) Tidentification de substances actives capables de se lier a la mini- 
PBP2x et/ou tfinhiber Tactivite de ladite mini-PBP2x, utilisables comme antibiotiques. 
15 22°) Trousse de criblage pour la mise en oeuvre du procede selon la 

revendication 20 ou la revendication 21, caracterisee en ce qu'elle inclut au moins une 
proteine, un peptide, un anticorps, un vecteur, une cellule, une sonde ou une amorce, 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 18. 
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bi) la detection par tout moyen approprie de la liaison de ladite 
molecule a tester avec la mini-PBP2x et/ou de Inhibition de l'activite de ladite mini- 
PBP2x resultant de cette liaison, et 

Ci) la selection et l f identification des substances actives capables de 
5 se lier a la mini-PBP2x et/ou d'inhiber l'activite de ladite mini-PBP2x, utilisables 
comme antibiotiques. 

21°) Procede ^identification d' antibiotiques, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins les etapes suivantes : 

a 2 ) la preparation de cristaux a partir d'une mini-PBP2x selon l*une 
10 quelconque des revendications 1 a 7, 

b 2 ) la determination de la structure tridimensionnelle de ladite mini- 
PBP2x a partir du cristal obtenu en a 2 ), et 

c 2 ) Tidentification de substances actives capables de se lier a/la mini- 
PBP2x et/ou d ! inhiber l'activite de ladite mini-PBP2x, utilisables comme antibiotiques. 
15 22°) Trousse de criblage pour la mise en oeuvre du proc6de selon la 

revendication 20 ou la revendication 21, caract6risee en ce qu'elle inclut au moins une 
proteine, un peptide, un anticorps, un vecteur, une cellule, une sonde ou une amorce, 

j 

selon Tune quelconque des revendications 1 a 18. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> COMMISSARIAT A L* ENERGIE ATOMIQUE-CEA 

<L20> Mini-Proteine PBP2x de Streptococcus pneumoniae et ses 
applications 

<130> F263FR79s 

<140> 
<141> 

<160> 9 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 551 
<212> PRT 

<213> Streptococcus pneumoniae 

Gly°Sei Gly Ala Lys Arg Gly Thr lie Tyr Asp Arg Asn Gly Val Pro 
1 " 5 1° 10 

He Ala Glu Asp Ala Thr Ser Gly Gly Pro Asn Arg Ser Tyr Pro Asn 
20 25 30 

Gly Gin Phe Ala Ser Ser Phe He Gly Gly Gly Met Glu Ser Ser Leu 
35 40 45 

Asn Ser He Leu Ala Gly Gly Gly Gly Asp Gly Lys Asp Val Tyr Thr 
50 . 55 60 

Thr He Ser Ser Pro Leu Gin Ser Phe Met Glu Thr Gin Met Asp Ala 
65 70 75 80 

Phe Gin Glu Lys Val Lys Gly Lys Tyr Met Thr Ala Thr Leu Val Ser 
85 9° 95 

Ala Lys Thr Gly Glu He Leu Ala Thr Thr Gin Arg Pro Thr Phe Asp 
100 105 110 

Ala Asp Thr Lys Glu Gly He Thr Glu Asp Phe Val Trp Arg Asp He 
115 120 125 

Leu Tyr Gin Ser Asn Tyr Glu Pro Gly Ser Thr Met Lys Val Met Met 
130 135 140 

Leu Ala Ala Ala He Asp Asn Asn Thr Phe Pro Gly Gly Glu Val Phe 
145 150 155 1&u 

Asn Ser Ser Glu Leu Lys He Ala Asp Ala Thr He Arg Asp Trp Asp 
165 I 70 175 

Val Asn Glu Gly Leu Thr Gly Gly Arg Thr Met Thr Phe Ser Gin Gly 
180 I 85 190 

Phe Ala His Ser Ser Asn Val Gly Met Thr Leu Leu Glu Gin Lys Met 
195 200 205 



». 
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Gly Asp Ala Thr Trp Leu Asp Tyr Leu Asn Arg Phe Lys Phe Gly Val 
210 215 220 

Pro Thr Arg Phe Gly Leu Thr Asp Glu Tyr Ala Gly Gin Leu Pro Ala 
225 230 235 240 

Asp Asn He Val Asn He Ala Gin Ser Ser Phe Gly Gin Gly He Ser 
245 250 255 

Val Thr Gin Thr Gin Met He Arg Ala Phe Thr Ala He Ala Asn Asp 
260 265 270 

Gly Val Met Leu Glu Pro Lys Phe He Ser Ala He Tyr Asp Pro Asn 



Ser Lys Asp Ala Ala Ser Leu Thr Arg Thr Asn Met Val Leu Val Gly 
305 310 315 320 

Thr Asp Pro Val Tyr Gly Thr Met Tyr Asn His Ser Thr Gly Lys Pro 
325 330 335 

Thr Val Thr Val Pro Gly Gin Asn Val Ala Leu Lys Ser Gly Thr Ala 
34 0 34 5 350 

Gin He Ala Asp Glu Lys Asn Gly Gly Tyr Leu Val Gly Leu Thr Asp 
355 360 365 

Tyr He Phe Ser Ala Val Ser Met Ser Pro Ala Glu Asn Pro Asp Phe 
370 375 380 

He Leu Tyr Val Thr Val Gin Gin Pro Glu His Tyr Ser Gly He Gin 
385 390 395 ~ 400 

Leu Gly Glu Phe Ala Asn Pro He Leu Glu Arg Ala Ser Ala Met Lys 
405 410 415 

Asp Ser Leu Asn Leu Gin Thr Thr Ala Lys Ala Leu Glu Gin Val Ser 
420 425 430 

Gin Gin Ser Pro Tyr Pro Met Pro Ser Val Lys Asp He Ser Pro Gly 
435 440 * *" 445 

Asp Leu Ala Glu Glu Leu Arg Arg Asn Leu Val Gin Pro He Val Val 
450 455 460 

Gly Thr Gly Thr Lys He Lys Asn Ser Ser Ala Glu Glu Gly Lys Asn 
465 470 475 480 

Leu Ala Pro Asn Gin Gin Val Leu He Leu Ser Asp Lys Ala Glu Glu 
485 490 495 

Val Pro Asp Met Tyr Gly Trp Thr Lys Glu Thr Ala Glu Thr Leu Ala 
500 505 510 

Lys Trp Leu Asn He Glu Leu Glu Phe Gin Gly Ser Gly Ser Thr Val 
515 520 " 525 

Gin Lys Gin Asp Val Arg Ala Asn Thr Ala He Lys Asp He Lys Lys 



275 



280 



285 



Asp Gin Thr Ala Arg Lys Ser Gin Lys Glu He Val Gly Asn Pro Val 
290 295 300 
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540 



530 



535 



He Thr Leu Thr Leu Gly Asp 
545 550 



<210> 2 
<211> 46 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 2 

gtcgacttag tctcctaaag ttaatttaat ttttttaatg tttttg 



<210> 3 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 3 

ggatccggga caggcactcg c 



<210> 4 
<211> 43 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 4 

cataaatagt cccacgtttg gccccggatc cacgcggaac cag 



<210> 5 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 5 

gtttgggtaa ctacgattgg gacctccaga ggttgcatcc tcagcaatcg g 



<210> 6 
<211> 48 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 



<223> Description de^la sequence artif icielle : amorce 
<400> 6 

gttcaaggaa ctctccattc caccgccgat aaaactagaa gcaaattg 



<210> 7 
<211> 49 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 7 

tgtataaaca tccttaccgt ccccacctcc ccctgcaaga atactgttc 

<210> 8 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 8 

ccgcatatgg ccaaacgtgg gactatttat 

<210> 9 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 9 

ggctcgagtt agtctcctaa agttaatgta at 
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\dT FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




